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摘要 : 钙 是 维持 生物 体 正常 生理 功能 所 必需 的 元 素 。 本 研究 对 大 鼠 灌 胃 葡 萄 糖 酸 钙 
3225mg/kg * d (相当 于 钙 剂量 300mg/kg * d) 4 天 ， 对 比分 析 了 大 鼠 短 期 灌 胃 葡萄糖 酸 钙 前 
后 的 尿 液 和 蛋白质 组 。 许 多 差异 蛋白 被 报道 与 钙 有 关 ， 比 如 Regucalcin《〈 灌 骨 后 是 灌 肯 前 的 
2.6 倍 ，p=0. 022), IREA 132A (Transmembrane protein 132A) ( 灌 上 胃 后 是 灌 胃 前 的 8. 2 
FF, p-0. 009)、 肌 酸 激 酶 (creatine kinase)( 灌 胃 前 是 灌 胃 后 的 17.5 倍 ,p=0.006)、Claudin-3 
( 治 胃 前 是 灌 骨 后 的 13. 3 倍 ，p=0. 037) 等 。 差异 蛋白 富 集 到 的 KEGG 通路 包括 钙 信 号 通路 ， 
生物 学 过 程 和 分 子 功 能 也 显示 出 与 钙 的 相关 性 。 本 研究 从 尿 液 蛋 白质 组 学 的 角度 探究 钙 元 素 
对 机 体 的 整体 影响 ,有 助 于 深入 理解 钙 元 素 的 生物 学 功能 ,拓宽 尿 液 蛋白 质 组 学 的 应 用 潜力 。 
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Changes of urinary proteome in rats after intragastric 


administration of calcium gluconate 


Ziyun Shen, Minhui Yang, Haitong Wang, Youhe Gao* 
(Gene Engineering Drug and Biotechnology Beijing Key Laboratory, College of Life Sciences, 
Beijing Normal University, Beijing 100875, China) 


Abtract: Calcium is an essential element for maintaining the normal physiological function of 
organisms. In this study, 3225 mg/kg - d calcium gluconate (equivalent to 300 mg/kg : d calcium) 
was intragastrically administered to rats for 4 days, and the urine proteome of rats was analyzed. 
Many differential proteins have been reported to be calcium related, such as Regucalcin (2.6 times 
higher after gavage than before gavage, p = 0.022), transmembrane protein 132A (8.2 times higher 
after gavage than before gavage, p = 0.009), creatine kinase (17.5 times higher before gavage than 
after gavage, p = 0.006), and claudin-3 (13.3 times higher before gavage than after gavage, p = 
0.037). Differential protein enriched KEGG pathways included calcium signaling pathways, and 
biological processes and molecular functions also showed correlation with calcium. In this study, 
from the perspective of urine proteomics to explore the overall impact of calcium on the body, it is 
helpful to deeply understand the biological function of calcium and broaden the application 


potential of urine proteomics. 
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胞 生活 的 方方面面 ， 对 于 机 体 的 生长 和 发 育 至 关 重 要 "32。 钙 是 一 种 必需 元 素 ， 
目前 膳食 钵 的 建议 范围 为 1000 至 1500 mg/d, 具体 取决 于 年 龄 和 性 别 ， 
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由 于 尿 液 不 属于 
早期 变化 ， 更 敏感 地 
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体 不 同系 统 、 不 同 器 官 产 4 


本 实验 室 之 前 报道 过 , 尿 液 蛋 


生 的 影响 ， 有 潜力 为 临床 营养 学 和 


导 的 关键 元 素 的 功能 已 经 被 广泛 下 
元 素 对 机 体 整体 影响 的 研究 。 


究 和 实践 提供 线索 “。 钙 作为 维持 骨骼 结构 和 绢 
究 。 但 是 至 今 为 止 , 还 没有 从 尿 液 和 蛋白质 组 


出， 能 够 积累 机 体 生 理 状态 的 
E 物 标志 物 的 来 源 ”。 尿 液 中 的 蛋 E 


质 组 能 够 较为 系统 、 全 面 地 反映 苏 糖 酸 镁 摄 入 对 机 体 产 


蛋白 质 

的 微小 变化 。 
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本 研究 选择 了 和 葡萄糖 酸 钙 作 为 人 # 
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形式 的 钙 被 广泛 应 
质 组 的 变化 , 希望 能 够 深化 对 钙 的 生理 功能 的 理解 ,为 营养 学 
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2. 1 实验 材料 
2. 1. 1 实验 耗材 
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， 为 人 体 健康 和 微量 元 素 的 膳食 调节 提供 心得 线索 。 
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5ml 无 菌 注射 器 (BD 公司 )、 灌 胃 针 (16, 80mm, BF). 1.5ml/2ml 离心 管 (美国 
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葡萄 糖 酸 钙 (Gluconate Calcium) 购 于 上 海源 叶 生 物 科技 有 限 公 司 ，CAS 号 299-28-5， 


分 子 式 C12H22Ca014, 4 


公 司 )、 二 硫 苏 糖 
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减少 治 胃 期 间 生 长 发 
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育 带 来 的 影响 。 健 康 SD 


(Sprague Dawley) 9 周 龄 雄性 大 鼠 (250 土 20g) 5 只 ， 购 于 北京 维 ; 
中 (室温 (22 土 2)'C ,湿度 65%-70% tal FE 7 周 后 ,体重 达到 500-600g, 


限 公司 。 大 鼠 在 标准 环境 
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国 居民 膳食 指南 , 钙 的 可 耐 受 最 高 摄 入 车 
约 等 于 钙 摄 入 量 180mg/kg * d, BIA J HEPES 
究 中 ， 大 鼠 灌 上 骨 钙 剂量 为 300mg/kg + d, W) #j $3 Re P5 HY FA BN 
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3225mg/kg。d ， 是 人 可 耐 受 最 高 摄 入 量 的 1. 5 


Tio Kf 16. 125g 和 葡萄糖 酸 钙 浴 解 于 500ml 无 


菌 水 中 ， 配 置 成 灌 骨 溶液 。 每 只 大 鼠 每 天 灌 
B 4 天。 灌 胃 第 一 天 记 为 Ca-D1， 以 此 类 推 
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Hi 5ml 葡萄 糖 酸 钙 溶 液 ， 每 天 灌 
。 在 灌 胃 前 和 洪 胃 后 分 别 设置 取样 时 间 点 ， 进 行 
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胃 1 次 ， 连 续 灌 


自身 前 后 对 照 ， 灌 胃 前 一 天 收集 的 样本 为 对 照 组 ， 记 为 Ca-DO, f 
4 天 收集 的 样本 为 实验 组 ， 记 为 Ca-D4， 样 本 纺 


Each rat was given 3225 mg/kg/d 
Gluconate Calcium 
(i.e. 300 mg/kg/d Ca) for 4 days 
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digestion of urine protein 


2. 2. 2 尿 液 样本 收集 


fü 
时 间 单 独 放 入 代谢 笼 中 ， 禁 食 禁 
存 备用 
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2. 2. 3 尿 液 样本 处 理 
取出 2ml KB 
入 JM 二 硫 苏 糖 醇 CDithioth 
混 匀 后 金属 浴 37C 加 热 60 分 钟 , 晾 凉 至 室温 
贮 液 100u1， 达 到 IAM 的 工作 浓度 ， 混 匀 后 
移 至 新 的 离心 管 中 , 与 三 倍 
Al. 
淀 中 加 入 200ul 20mM Tris AWE. RRA 
测定 蛋白 质 浓度 。 使 用 滤器 辅助 样品 和 
(Pall, Port Washington, NY, USA) 的 滤 
A 300M Tris 溶液 
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reitol, DTT, Sigma) 贮 液 40ul， 达 到 DTT 的 了 
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的 样品 离心 后 保留 上 清 液 ， 采 用 Bradford 法 
入 10kD 超 滤 


uJ BE 


RASA, 每 个 样品 按 比 例 ( 尿 
Gold, Mass Spec Grade, Promega, Fitchburg, WI, USA) 进行 消化 ，37°C 


UL. 4 LA 20mM Tris 溶液 洗涤 三 次 ， 加 
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EE 16 小 时 ， 


留 时 间 。 对 所 有 样本 进 
针 mix 样本 作为 质量 控制 。 将 lug 样本 使 月 
梯度 : 流动 相 
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理 后 真空 干燥 ， 置 于 -80C 保存。 加 入 30 微 升 0. 19H 
试剂 盒 对 肽 段 浓度 进行 测定 ，， 
样本 。 


2.2.4 LC-MS/MS 串联 质谱 分 析 
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了 酶 解 后 的 滤液 即 为 多 肽 混合 液 。 收 集 到 的 多 肽 混合 液 通过 Oasis HLB 固 相 萃取 柱 进行 除 盐 处 
FA BO AR ERR. 使 用 BCA 
SK BLUR ERE 0.5 u g/ u L, 每 个 样本 取出 4 微 升 作为 mix 


所 有 鉴定 样品 以 样品 :iRT 为 20 : 1 的 体积 比例 加 入 稀释 100 倍 的 3RT 标准 液 , 统一 保 
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EE 3 次 ， 每 隔 10 针 插 入 1 
H EASY-nLC1200 液 相 色谱 分 离 ( 洗 脱 时 间 : 90min, 
A: 0. 1% 甲 酸 、 流 动 相 B: 80% ZB), 洗 脱 下 来 的 肽 段 进 入 Orbitrap Fusion Lumos 
仪 分 析 ， 生 成 样品 对 应 的 raw 文件 。 


2. 2. 5 数据 处 理 和 分 析 

将 DIA 模式 下 采集 的 raw 文件 导入 Spectronaut 软件 分 析 ， 高 度 可 信和 蛋白 标准 为 肽 段 q 
value<0. 01, 应 用 峰 面积 定量 法 对 二 级 肽 段 所 有 碎片 离子 峰 面积 进行 蛋白 定量 ,自动 归 一 化 
处 理 。 
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Pubmed 数据 库 Chttps://pubmed. ncbi. nlm. nih. gov/) 对 差异 
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A0A0G2JSG6 Ak2 0.083 0.027132 

Q45QJ4 Plcb3 0.086 0.049651 


P19139 
Q812E4 
G3V9N7 
A0AO0G2JSV2 
B2GV72 
P13233 
A0A0G2JZY6 
P28576 
A0A0G2JVT6 
P30120 
P31977 
FIMAD3 
Q3KRD8 
Q4V8K5 
Q62867 
FILNJ2 
Q5I0D5 
D3ZY96 
P53369 
A0A0G2JZ40 
Q68FS4 
D3ZKNI 
P85971 
Q9Z2L0 
P48508 
F7F1Y3 
D3ZFC6 
A0A0G2K7Y0 
D3ZGN2 
FILLW8 
D3ZZT9 
Q03336 
P23928 
P19468 
D4A5U3 
P07379 
Q9WUW9 
G3V712 
P23606 
Q5M872 
A0A0G2JSX3 
D3ZFH5 
Q9ESG3 
Q6IFZ5 


Csnk2al 

Sytl5 

Pacsin3 
Cbr1;LOC102556347;Cbr1 
Cbr3 

Cnp 

Sptbn1 

Pdgfa Rpal 


Timp1 

Ezr 

Pkd1 

Eif6 Itgb4bp 
Brox 

Ggh 
Snrnp200 
Lhpp 

Ngp 

Nudtl Mth1 
Reck 

Lap3 

Bpifa6 

Pgls 

Vdac1 

Gclm Glelr 
Vps4a 

Itih4 

Cr11 Cd46 
Cpne5 

Ids 

Coll4al 
Rgn Smp30 
Cryab 

Gclc 

Tgm3 Tgase3 
Pckl 
Sult1c2a Sultk2 
Krt7 

Tgml 
Dpep2 
Nagltl 

Itih2 

Cltrn Nx17 Tmem27 
Krt76 Kb9 


0.091 
0.099 
0.126 
0.134 
0.148 
0.169 
0.196 
0.201 
0.313 
0.316 
0.442 
2.001 
2.013 
2.036 
2.043 
2.062 
2.074 
2.126 
2.153 
2.163 
2.306 
2.342 
2.366 
2.397 
2.397 
2.491 
2.509 
2.551 
2.605 
2.609 
2.626 
2.647 
2.769 
2.833 
3.029 
3.042 
3.149 
3.188 
3.516 
3.566 
3.583 
3.588 
3.847 
3.848 


0.016627 
0.046653 
0.036693 
0.036766 
0.049133 
0.040811 
0.040082 
0.028378 
0.041395 
0.032539 
0.045434 
0.001833 
0.032475 
0.006032 
0.038097 
0.009847 

0.01541 

0.03711 
0.012753 
0.015578 
0.041286 
0.044608 
0.012947 
0.047346 
0.030914 
0.001948 
0.022924 
0.024081 
0.005304 
0.001086 
0.025971 

0.02213 
0.022525 
0.041759 
0.002246 
0.014027 

0.04358 
0.023808 
0.037304 
0.036296 

0.02385 
0.048854 
0.021334 
0.006512 


22 


23 


24 


25 


[26] 


27 


28 


29 


30 


31 


32 


33 


34 


35 


36 


37 


38 


35 


A0A0G2JU92 
D4A1A6 
FIM7X4 
D3ZCT9 
FILX20 
D3ZDX5 
Q7TQ70 
AOA0G2JUF6 
QSBIY9 
P81155 
D3ZVB6 
Q80WF4 


Emb 

Il36rn 

Erbb4 

Gal3stl 

Tnfaip813 

Plxnb1 

Fga 

Idh2 

Krt18 

Vdac2 

Lpal2 LOC690326 
Tmem132a Gbp Hspa5bpl 


4.051 7.58E-05 
4.089 0.000233 
4.1 0.04026 
4.526 0.035962 
4.601 0.005274 
4.936 0.04226 
5.237 0.038916 
5.434 0.044302 
5.807 0.041656 
6.22 0.03652 
6.556 0.014939 
8.158 0.008658 


[48] 


Regucalcin (RO) 是 


PCI 是 


VDACI. VDAC2 都 是 差异 蛋 
+ (包括 Ca2+) fpa, 
神经 元 中 的 有 蛋 


PHE E 


MY, REA TT aS. ATA 
酶 活性 ， 与 细胞 内 钙 离 子 稳 态 、 钙 介 导 的 信号 传导 调控 等 生物 学 过 程 有 关 。 
2H A 1(Polycystin 1,PC1)、 电 压 依 赖 性 阴离子 选择 通道 蛋白 
anion-selective channel protein 1, VDAC1) 具有 钙 离 子 跨 膜 转运 、 钙 通道 活性 等 功能 。 
种 调节 钙 离 子 渗透 性 阳离子 通道 的 信号 受 体 ” 
， 电 压 依赖 性 阴离子 通道 
VDAC2 的 FC 为 6. 2, P (829 0. 037. 
白 激酶 C 和 酪 蛋白 激酶 底 物 (Protein kinase C and casein kinase 


。 钙 离子 水 平 升 高 上 j 
CVDAC) 充当 跨 线粒体 外 


TT 
Mv 


胞 过 程 和 


1(Voltage-dependent 


周 VDAC1 表达 52 。 


FAC HR 


substrate in neurons 3) 的 功能 包括 钙 通 道 抑制 剂 活性 、 钙 离子 转运 的 负 调控 。 
1- 磷 脂 栈 肌 醇 45- 二 磷酸 二 酯 酶 (1-phosphatidylinositol 4, 5-bisphosphate 
phosphodiesterase) 的 分 子 功能 包括 与 钙 离 子 结合 、 钙 调和 蛋白 结合 。 


艾 杜 糖 醛 酸 2- 硫 酸 


(LARA 
inase E, TGE) 的 功能 包括 与 钙 离 子 结合 。 


Transglutam 


依赖 性 蛋白 酶 ”。 
Copine 5 是 一 种 钙 依 赖 性 脂 质 结合 旨 


酰胺 转移 


HERE (Iduronate 2-sulfatase)、 


A A-RA -A 2< k 123; Z NS. E 


酶 ) ( Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E, 


谷 氨 酰 腕 转移 酶 是 一 


胞 对 钙 离 子 的 反应 。 


广泛 分 布 的 钙 


胞 内 蛋白 ”。Copine 5 的 功能 包括 钙 依 赖 性 磷脂 


集合 素 ( 又 名 跨 膜 蛋白 27) (Collectrin, Transmembrane protein 27) 涉及 的 生物 学 
过 程 包括 钙 离 子 调节 的 胞 吐 。 
肌 酸 激酶 〈creatine kinase) (FC=0.057, p=0. 006) 能 够 调节 钠 钙 交换 剂 活性 ”。 


进行 的 


Hp S 5a 


4515] 8 
TNF a 


AA EMEN 


we EL E 


白介素 -1 CInterleukin-1, IL-1) WJ FC X 4. 1, 


BERA 


胞 基 


SURI A IRA AE AEN) FC 为 0.041, p (iN 0.014. Hit SS IEEE BEA Gr EA 
WESA XO, 
Claudin-3 (FC=0.075, p=0.037) TERMAT OSAT) n 
受 体 蛋 白 酷 氨 酸 激酶 (Receptor protein-tyrosine kinase) (FC-4. 1, p-0. 04) 能 够 与 
重 A", BH Sia. 

诱导 和 蛋白 8 样 3CTNF alpha induced protein 8 like 3) FC W 4. 6, p 值 为 0.005。 


细胞 旁 转运 。 


p 值 为 0.0002, 2 


子 产生， 包括 IL-1 B 和 肿瘤 坏死 因子 -a CINF-a) "9, 


胞 内 钙 离 子 升 高 会 导 


跨 膜 蛋白 132A (Transmembrane protein 132A, TMEM132A) 的 FC 为 8. 2, p 值 为 0.009。 


用 钙 调 节 剂 处 理 显 着 减弱 NSC-132 2 
由 于 篇 幅 


胞 中 TMEM132A mRNA PÆ 


ARR, eH 


质 的 水 平 ”“。 
他 显示 差异 蛋白 与 钙 相 关 性 的 文献 列 在 表 1 中 。 


3.2 生物 学 通路 分 析 

将 157 个 差异 蛋白 (P (8<0.05, FC>2 或 《0.5) 导入 DAVID 数据 库 ， 富 集 到 22 个 生物 学 
过 程 BP) MK 2 所 示 )。8 个 差异 蛋白 富 集 到 老化 这 一 生物 学 过 程 ，9 个 差异 蛋白 富 集 到 
细胞 凋 亡 过 程 的 负 调 控 。 分 别 各 有 4 个 差异 蛋白 富 集 到 角质 化 、 对 胰岛 素 的 反应 、 有 蛋白 激酶 
B 信号 转 导 的 正 调控 、 肾 脏 发 育 、 肌 动 蛋白 细胞 骨架 组 织 、ERK1 和 ERK2 级 联 的 正 调控 等 
生物 学 过 程 。 分 别 各 有 3 个 差异 蛋白 富 集 到 肝脏 再 生 、 磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶 信号 转 导 的 正 调 
控 等 生物 学 过 程 。 大 部 分 差异 蛋白 富 集 到 的 生物 学 通路 被 报道 与 钙 有 关 。 将 显示 生物 学 过 程 
与 钙 相 关 性 的 文献 列 在 表 2 中 。 


K 2 Ca-D0 组 和 Ca-D4 组 差异 蛋白 富 集 到 的 生物 学 过 程 CBP) CP 值 <0. 05) 


Related to 
Term Count % P-Value 

Calcium 
aging 8 12.9 8.10E-05 [50] 
negative regulation of apoptotic process 9 14.5 5.90E-04 [51] 
keratinization 4 6.5 1.30E-03 [52] 
regulation of protein localization to plasma membrane 3 4.8 5.00E-03 
digestive tract development 3 4.8 8.80E-03 
response to insulin 4 6.5 9.00E-03 A 
cellular response to thyroxine stimulus 2 3.2 9.00E-03 M" 
cysteine metabolic process 2 3.2 9.00E-03 
response to nitrosative stress 2 3.2 1.20E-02 55 
regulation of mitochondrial depolarization 2 3.2 1.50E-02 7 
positive regulation of memory T cell differentiation 2 3.2 2.10E-02 zi 
positive regulation of phosphatidylinositol 3-kinase signaling 3 4.8 2.10E-02 me 
positive regulation of protein kinase B signaling 4 6.5 2.20E-02 38 
kidney development 4 6.5 2.30E-02 39 
liver regeneration 3 4.8 2.50E-02 60 
hyaluronan metabolic process 2 3.2 3.30E-02 
glutathione biosynthetic process 2 3.2 3.30E-02 g 
actin cytoskeleton organization 4 6.5 3.40E-02 62 
response to human chorionic gonadotropin 2 3.2 3.80E-02 [64,63 
positive regulation of ERK1 and ERK2 cascade 4 6.5 3.90E-02 E 
glutamate metabolic process 2 3.2 4.10E-02 66 
response to activity 3 4.8 4.90E-02 


3.3 分 子 功能 和 KEGG 通路 分 析 

将 157 个 差异 蛋白 CP 值 <0.05，FC>1. 5 或 <0. 67) 导入 DAVID 数据 库 ， 富 集 到 10 个 分 
子 功能 C& 3)， 包 括 结构 分 子 活性 、 谷 氨 酸 - 半 胶 氨 酸 连接 酶 活性 、 激 酶 活性 、 电 压 门 控 阴 
离子 通道 活动 、 大 分 子 复 合 物 结合 、 神 经 酰胺 结合 、 蛋 白质- 谷 氨 酰 胺 Y - 谷 氨 酰 转移 酶 活性 、 
痰 基 还 原 酶 (NADPH) 活性 、 金 属 肽 内 切 酶 抑制 剂 活性 、 孔 蛋白 活性 。 


K 3 Ca-D0 组 和 Ca-D4 组 差异 蛋白 富 集 到 的 分 子 功能 MF) (P 值 <0. 05) 


Term Count % P-Value 


structural molecule activity 6 9.7 8.90E-05 
glutamate-cysteine ligase activity 2 3.2 6.40E-03 
kinase activity 4 6.5 1.30E-02 
voltage-gated anion channel activity 2 3.2 1.60E-02 
macromolecular complex binding 7 11.3 2.20E-02 
ceramide binding 2 32  2.80E-02 
protein-glutamine gamma-glutamyltransferase activity 2 32 2.80E-02 
carbonyl reductase (NADPH) activity 2 3.2 4.10E-02 
metalloendopeptidase inhibitor activity 2 3.2  4.70E-02 
porin activity 2 3.2  4.70E-02 


将 157 个 差异 蛋白 (P 值 <0.05, FC»1. 5 80. 67) 导入 DAVID 数据 库 ， 富 集 到 6 A KEGG 
通路 ( 表 4)， 包 括 谷 胱 甘 肽 代谢 、 辅 因子 的 生物 合成 、 代 谢 途 径 、 中 性 粒 细胞 胞 外 陷阱 形 
成 、 铁 死亡 、 钙 信号 通路 。 

其 中 ，5 个 差异 和 蛋白 富 集 到 钙 信 号 通路 ， 包 括 血小板 衍生 生长 因子 亚 基 
A(Platelet-derived growth factor subunit A, PDGF-1). 、 电 压 依 赖 性 阴离子 选择 通道 蛋白 
1 (Voltage-dependent anion-selective channel protein 1, VDAC-1) 、1- 磷 脂 酰 肌 醇 4, 5- 
二 磷酸 磷酸 二 酯 酶 (1-phosphatidylinositol 4, 5-bisphosphate phosphodiesterase) Hi 
压 依 赖 性 阴离子 选择 通道 蛋白 2(Voltage-dependent anion-selective channel protein 
2, VDAC-2) 、 受 体 蛋 白 栈 氨 酸 激酶 (Receptor protein-tyrosine kinase), 


K 4 Ca-D0 组 和 Ca-D4 组 差异 蛋白 富 集 到 的 KEGG 通路 CP 值 <0. 05) 


Term Count % P-Value 

Glutathione metabolism 4 6.5 2.40E-03 
Biosynthesis of cofactors °> 8.1 2.50E-03 
Metabolic pathways 14 22.6 4.10E-03 
Neutrophil extracellular trap formation 5 8.1 5.00E-03 
Ferroptosis 3 4.8 1.10E-02 
Calcium signaling pathway 5 8.1 1.40E-02 

4 展望 


研究 结果 说 明 , 短期 补充 葡萄 糖 酸 钙 会 对 机 体 产 生 影响 , 大 鼠 的 尿 液 蛋白 质 组 可 以 显示 
出 与 钙 相 关 的 蛋白 质 和 生物 学 功能 的 变化 , 也 说 明 尿 液 蛋 白质 组 能 够 全 面 、 系 统 地 反映 机 体 
的 整体 变化 。 本 研究 从 尿 液 蛋 白质 组 学 的 角度 为 深入 理解 钙 元 素 在 生物 体内 的 代谢 过 程 、 作 
用 机 制 、 生 物 学 功能 提供 了 线索 ， 同 时 为 未 来 相关 研究 提供 了 新 的 研究 视角 和 方法 学 启示 。 
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